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CRISTALOGRAFÍA APLICADA A LA 
LUCHA FRENTE AL CÁNCER
Trabajo	  de	  fin	  de	  Grado
1. INTRODUCCIÓN. 
El	   cáncer	  es	  una	  de	   las	  enfermedades	  con	  mayor	  morbilidad	  y	  mortalidad	  en	  
nuestro	  planeta	  (1).	  
A	   partir	   de	   este	   mapa,	   el	  
cristalógrafo	   es	   capaz	   de	  
elucidar	  toda	  la	  estructura	  de	  
la	  macromolécula	  (7).
2. OBJETIVOS. 
	   	   -­‐	  Proporcionar	  un	  enfoque	  global	  de	   la	   relación	  entre	   la	   cristalización,	   la	  
unión	  de	  Holliday	  y	  el	  cáncer.	  
	   -­‐	   Obtener	   cristales	   de	   oligonucleótidos	   utilizando	   diferentes	   condiciones	  
empleadas	  con	  éxito	  previamente,	  comprobando	  su	  reproducibilidad.
3. METODOLOGÍA. 
El	  proceso	  de	  cristalización	  se	  realizó	  en	  placas	  de	  24	  pocillos	  de	  1,5	  cm	  de	  
diámetro	   mediante	   la	   técnica	   de	   difusión	   de	   vapor	   en	   gota	   colgada.	   La	  
gota	  se	  formó	  mezclando	  2	  μl	  de	   la	  solución	  de	  DNA	  con	  1	  μl	  de	   los	  500	  
que	  conformaban	  el	  reservorio.
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Para	  adquirir	  la	  capacidad	  de	  dividirse	  
indefinidamente,	   algunas	   células	  
emplean	   un	   mecanismo	   alternativo	  
para	  alargar	  sus	  telómeros,	  formando	  
una	   unión	   de	   Holliday	   como	   paso	  
intermedio	  del	  proceso	  (5,	  6).
4. RESULTADOS. 
En	  la	  tabla	  1	  se	  pueden	  observan	  las	  condiciones	  de	  cristalización	  ensayadas.	  
En	  todos	  los	  pocillos	  se	  añadió	  cacodilato	  sódico	  40	  mM	  y	  concentraciones	  
variables	  de	  MgCl2	  o	  CaCl2	  y	  MPD	  (2-­‐metil-­‐2,4-­‐pentanodiol).
5. CONCLUSIONES. 
El	  éxito	  en	  la	  obtención	  de	  cristales	  de	  oligonucleótidos	  con	  la	  unión	  de	  Holliday,	  
a	  pesar	  de	   la	   inestabilidad	  de	  esta	  estructura,	  nos	  permite	  afirmar	  que	   se	  han	  
cumplido	   los	  objetivos	  propuestos	   inicialmente	   y	   avala	   a	   la	   cristalografía	   como	  
técnica	  de	  elucidación	  estructural	  de	  macromoléculas.
En	   el	   mecanismo	   de	   formación	   y	   expansión	   algunos	  
tumores,	   puede	   estar	   implicada	   una	   estructura	   del	   DNA	  
conocida	   como	   unión	   de	   Holliday	   o	   “Holliday	   junction”,	  
que	   participa	   en	   procesos	   de	   reparación	   del	   DNA	   por	  
recombinación	  homóloga	  (2).
Los	   rayos	   X	   emitidos	   por	   el	   difractor	   son	   desviados	   por	   los	  
electrones	   de	   los	   átomos	   del	   cristal	   y	   chocan	   contra	   un	  
detector,	   que	   registra	   	   los	   impactos	   y	   emplea	   la	  
transformada	   de	   Fourier	   para	   generar	   un	   mapa	   de	  
densidades	  electrónicas.
Cuando	   se	   rompe	   una	   doble	   hélice	   de	  
DNA,	  la	  unión	  de	  Holliday	  formada	  para	  
repararla	  debe	  ser	  procesada	  para	  que	  
la	  célula	  pueda	  dividirse.	  Su	  eliminación	  
puede	  seguir	  dos	  vías	  (3,	  4):	  	  
	   	   	   	  1.	  Disolución:	  Reparación	  de	  errores	  
en	  las	  fases	  iniciales	  del	  ciclo	  celular	  sin	  
dar	  lugar	  a	  entrecruzamientos.
Para	  diseñar	  fármacos	  que	  actúen	  sobre	  esta	  diana,	  es	  clave	  conocer	  
perfectamente	  su	  estructura	  molecular.	  	  La	  cristalografía	  y	  la	  difracción	  de	  rayos	  
X,	  combinadas,	  se	  han	  convertido	  en	  herramientas	  muy	  útiles	  para	  este	  fin.	  
L a	   s o l u c i ó n	   d e	   DNA	   c o n t e n í a	   d o s	  
oligonucleótidos	   complementarios	   (5´-­‐
TTAGGGTTAG-­‐3´	  y	  3´-­‐ATCCCAATC-­‐5´)	   a	  1	  mM	  y	  
un	  “buffer”	  compuesto	  por	  cacodilato	  potásico	  
20	  mM	  y	  cloruro	  potásico	  50	  mM	  a	  pH	  6,5.	  	  
El	   reservorio	  contenía	  una	  sal	   (MgCl2	  o	  CaCl2),	  
cacodilato	   sódico	   y	   una	   alta	   concentración	   de	  
agente	  precipitante	  (MPD)).	  
La	   gota	   de	   3	   μl	   fue	   colocada	   boca	   abajo	   en	   un	  
cubreobjetos,	   previo	   engrasamiento	   de	   los	   bordes	  
del	  pocillo.
Los	   platos	   se	   conservaron	   en	   una	   cámara	   a	   18ºC	   y	  
fueron	   observados	   al	   microscopio	   durante	   un	   mes	  
para	  monitorizar	  la	  formación	  de	  cristales.	  
La	   cristalización	   se	   produjo	   gracias	   al	   flujo	   de	   vapor	  
desde	   la	   gota	   hasta	   el	   reservorio,	   que	   provocó	   la	  
lenta	  precipitación	  de	   los	  oligonucleótidos	  en	   forma	  
de	  cristales	  (8).
Futuras	   invesdgaciones	  
podrían	   ir	  encaminadas	  al	  
d iseño	   de	   di ferentes	  
ligandos	  capaces	  de	  unirse	  
a	   ella	   para	   romperla	   o	  
para	   ﬁjarla	   e	   impedir	   su	  
migración,	   algo	   que	   ya	   se	  
ha	   logrado	   conseguir	   en	  
una	  ocasión	  (9).
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Tabla	  1.	  Condiciones	  y	  resultados	  obtenidos	  en	  la	  cristalización.	  
Los	  cristales	  de	  mayor	  tamaño	  y	  calidad	  se	  obtuvieron	  con	  las	  siguientes	  
condiciones:	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  MgCl2	  	  150	  mM,	  38%	  MPD	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  CaCl2	  20	  mM,	  44%	  MPD
2.	  Resolución:	  Reparación	  de	  errores	  en	  alguna	  de	  las	  fases	  de	  la	  división	  celular.
